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LTS 2004/001 DE 

Tragersystem in Form von Nanopartikeln auf Proteinosis zur 
zellspezif ischen Anreicherung von pharmazeutisch aktiven 

Wirkstof f en 

Gegenstand der Erf indung ist ein Tragersystem fiir 
pharmazeutisch aktive Wirkstoffe, das zur zellspezif ischen 
Anreicherung der pharmazeutisch aktiven Wirkstof fe geeignet 
ist und in Form von Avidin-modif izierten Nanopartikeln auf 
Proteinbasis, vorzugsweise auf Basis von Gelatine und/oder 
Serumalbumin, insbesondere humanem Serumalbumin (HSA) , 
vorliegt, an die biotinylierte Antikorper durch Ausbildung 
eines stabilen Avidin-Biotin-Komplexes gebunden sind und 
bei denen eine zusatzliche Bindung von pharmazeutisch 
aktiven Wirkstof fen sowohl kovalent oder komplexierend uber 
das Avidin-Biotin-System als auch inkorporativ oder 
adsorptiv erfolgen kann. 

Nanopartikel sind Partikel einer Grofie zwischen 10 und 
1000 run aus kunst lichen oder naturlichen makromolekularen 
Substanzen, an die Arzneistoffe oder anderes biologisch 
aktives Material kovalent, ionisch oder adsorptiv gebunden 
oder in die dieses Material inkorporiert sein kann. 

InEP 1 392 255 werden Nanopartikel auf Basis von humanem 
Serumalbumin offenbart, an die zur Uberwindung der Blut- 
Hirn-Schranke kovalent oder uber ein Avidin/Biotin-System 
Apolipoprotein E gekoppelt ist. 

Ein besonderes Ziel einer Pharmakotherapie ist jedoch nicht 
nur die spezifische Anreicherung eines pharmakologisch ak- 
tiven Wirkstoffs bzw. therapeutisch wirksamen Arzneistoffs 



in einem bestimmten Gewebe oder 
EP 1 392 255 offenbart, sondern 
spezif ischen Zellen. 



Organ zu erreichen, wie in 
dariiber hinaus sogar in 



Unmodifizierte Nanopartikel ermoglichen ein passives „Drug 
Targeting" , das dadurch gekennzeichnet ist, dass die Par- 
tikel nach intravasaler Applikation durch Zellen des mono- 
nuklearen Phagozytensystems (MPS) aufgenommen werden. Eine 
Anreicherung derartiger Nanopartikel wurde in Makrophagen 
der Leber, der Milz, des Knochenmarks sowie in zirkulier- 
enden Monozyten beobachtet. Von dem passiven „Drug 
Targeting" wird das aktive „Drug Targeting" unterschieden, 
bei dem der Wirkstoff gezielt mit Hilfe von modif izierten 
Nanbpartikeln auch in primar nicht zuganglichen Korper- 
kompartimenten oder Zellsystemen angereichert werden soil. 
Hierzu ist es erf orderlich, Nanopartikel mit hydrophilen 
Oberflacbenstrukturen zu verwenden, die unspezif ische 
Wechselwirkungen mit Nicht-Zielzellen minimieren, und diese 
mit Liganden auszustatten, die eine zellspezif ische 
Anreicherung der Nanopartikel ermoglichen. Solche Liganden 
werden auch als „Drug Targeting-Liganden" bezeichnet. Der 
Einsatz zellspezif ischer Nanopartikel als Trager fur 
Arzneistoffe ermoglicht es, einen pharmakologisch aktiven 
Wirkstoff unter kontrollierten Bedingungen in Zielzellen 
anzureichern oder gezielt an seinen Wirkort im Korper zu 
bringen. Die meisten Arzneistoffe erfiillen ohne geeignete 
Arzneif orm dieses Ziel nicht und zeigen allenf alls eine 
zellulare Anreicherung oder Korperverteilung, die durch die 
physiko-chemischen Eigenschaf ten des Wirkstoffs selbst 
bedingt ist. Nur ein Teil des applizierten Arzneistoffs 
erreicht den gewiinschten Zielort, wohingegen der 



verbleibende Tail fur unerwiinschte Nebenwirkungen oder 
toxische Effekte verantwortlich 1st. Zellspezif ische 
Nanopartikel tragen somit dazu bei # dass unerwiinschte 
Nebenwirkungen und toxische Eigenschaf ten von Wirkstof fen 
reduziert werden konnen . 



In ersten Untersuchungen wurden hydrophile Latexpartikel 
verwendet, die durch Copolymer isat ion von Hydroxyethyl- 
methacrylat, Methacrylsaure und Methylmethacrylat 
hergestellt wurden. An diese Partikel wurde ein Antikorper 
gegen y-Globulin des Kaninchens gebunden. Im Vergleich zu 
unmodif izierten Partikeln konnte eine Bindung der 
Antikorper-modifizierten Zubereitung an Lymphozyten 
beobachtet werden, die mit einem aus dem Kaninchen 
gewonnenen Antiserum gregen diese Lymphozyten vorinkubiert 
wurden • 



Nachfolgend wurden entsprechende Partikelsysteme auf Basis 
von Polyacrylaten mit zusatzlich eingebundenem Eisenoxid 
verwendet, urn eine magnet ische Separation von Lymphozyten 
und Erythrozyten durchzufuhren. 

Basierend auf diesen grundlegenden Arbeit en wurden dann 
monoklonale anti-CD3 Antikorper iiber eine C7- Spacers truktur 
an Polyacrylat-Nanopartikel gebunden und diese unter 
Zellkulturbedingungen untersucht. Problematisch bei diesen 
Arbeit en war allerdings die Tatsache, dass die Zuordnung 
der Zellen zu den Subpopulationen und damit die beobachtete 
Partikelassoziation mit der ent sprechenden Subpopulation 
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rein visual 1 im Mikroskop vorgenommen wurde und somit nicht 
zweifelsfrei erfolgen konnte. 

* 

Auch die adsorptive Bindung von monoklonalen Antikorpern an 
5 die Oberflache von Polyhexylcyanoacrylat-Nanopartikel wurde 
untersucht. Einerseits konnte dabei eine effektive 
Adsorption der Antikorper an die Partikeloberf lache 
beobachtet werden, andererseits fuhrte die Zugabe von 
weiteren Serumbestandteilen zu einer kompetitiven 
0 Verdrangung der Antikorper von der Partikeloberf lache . 

Insofern ist eine adsorptive Bindung von Liganden fur ein 
zellspezif isches „Drug Targeting™ in biologischen Systemen 
nicht geeignet • 

15 Ein weiterer Nachteil der beschriebenen zellspezif ischen 

Nanopart ike 1-Syst erne ist darin zu sehen, dass sie auf nicbt 
biologisch. abbaubaren Polymermaterialien wie Latex und 
Polyacrylaten basieren. 

20 Erste Untersuchungen zur proteinchemischen Bindung von 
Antikorpern an die Oberflache von Nanopartikeln auf der 
Basis von Serumalbumin wurden gemacht. Dabei wurde eine 
Konjugation der Antikorper uber die primaren Aminogruppen 
des Albumins und der Antikorper unter Anwendung der 
25 Glutaraldehyd-Reaktion vorgenommen. Als Liganden wurden 

monoklonale Antikorper gegen das Lewi s - Lungenkar z inom sowie 
vergleichend unspezif ische IgG- Antikorper eingesetzt. 
Obwohl der freie spezifische Antikorper sowohl unter 
Zellkulturbedingungen als auch nach intravenoser Appli- 
30 kation am Versuchstier eine deutliche Anreicherung in den 
Zielzellen gezeigt hat, wurde nach Konjugation mit den 
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Nanopartikeln unter in vi vo-Bedingungen lediglich eine sehr 
geringe Anreicherung der Partikel im Tumor detektiert. Der 
Hauptanteil der applizierten Nanopartikel wurde in der 
Leber und den Nieren gefunden. Nanopartikel , die mit dem 
5 unspezif ischen I gG~ Antikorper konjugiert waren, zeigten 

keinerlei Anreicherung im Tumorgewebe . Unter den gewahlten 
Versuchsbedingungen konnte somit nur eine geringe 
Spezifitat der konjugierten Nanopartikel auf Basis von 
humanem Serumalbumin erzielt werden. Der Hauptteil dieses 
0 Partikel systems zeigte die fur ein passives „Drug 

Targeting" typische, unspezif ische Korperver t ei lung . Da die 
verwendeten konjugierten Nanopartikel im Hinblick auf die 
Bindung der Antikorper jedoch nur unzureichend 
charakterisiert waren, bleibt unklar, ob die mangelnde 
15 Spezifitat durch eine unzureichende Antikorper-Bindung 

bedingt war. Jedenfalls wurde ein Nachweis von spezif ischer 
und rezeptorvermittelter Aufnahme von Nanopartikeln in 
Zielzellen bei gleichzeitiger Umgehung von Nicht zielzellen 
bisher jedoch nicht erbracht • 

20 

Aufgabe der vorliegenden Erf indung war es daher, 
Nanopartikel bereitzustellen, die die Nachteile der 
beschriebenen Nanopart ike 1-Syst erne nicht aufweisen, sondern 
eine hohe Zellspezif itat auch bei Verwendung in 
25 biologischen Systemen aufweisen, urn pharmakologisch aktive 
Wirkstof fe spezifisch in ausgewahlten Zielzellen 
anzureichern zu konnen, und die auf einem biologisch 
abbaubaren Material basieren. 

30 Die Aufgabe wird uberraschenderweise durch ein Trager system 
in Form von Avidin-modif izierten Nanopartikeln auf 
Proteinbasis gelost, an die biotinylierte Antikorper durch 
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Ausbildung eines stabilen Avidin-Biotin-Komplexes gebunden 
sind. Als Proteine werden vorzugsweise Gelatine und/oder 
Serumalbumin, besonders bevorzugt humane s Serumalbumin 
verwendet . Bei diesen modif izierten Nanopartikeln kann eine 
5 zusatzliche Bindung von pharmakologisch aktiven Wirkstoffen 
an die Nanopartikel sowohl kovalent, komplexierend uber das 
Avidin-Biotin-System als auch inkorporativ oder adsorptiv 
erfolgen. 

p Figur 1 zeigt die Struktur eines Avidin-modif izierten 
Nanopartikels auf Basis von Gelatine oder HSA, mit iiber 
Avidin-Biotin-Komplex gebundenem Antikorper. 

Figur 2 ist ein Saulendiagraimn, das die zellulare Aufnahme 
15 von Antikorper (Trastuzumab) -modif izierten Gelatine A- 
Nanopartikeln in verschiedenen Brustkrebs-Zelllinien, 
ermittelt durch FACS -Analyse, zeigt. Die Antikorper- 
modif izierten Nanopartikel wurden jeweils mit den nicht 
modif izierten Nanopartikeln unter gleichen Inkubations- 
20 bedingungen verglichen. Unbehandelte Zellen dienten als 
Kontrolle • 

Zur Preparation von Nanopartikeln gemaiS der Erf indung wurde 
eine wassrige Gelatine -Losung durch einen doppelten 
25 Desolvatationsprozess zu Nanopartikeln umgesetzt und diese 
anschliefiend durch Quervernetzung stabilisiert . Die auf der 
Oberf lache dieser Nanopartikel bef indlichen funktionellen 
Gruppen (Aminogruppen, Carboxylgruppen, Hydroxylgruppen) 
konnen durch geeignete Reagenzien zu reaktiven Thiol gruppen 
30 umgesetzt werden. Funktionelle Proteine konnen iiber 

bifunktionale Spacermolekiile, die eine Reaktivitat sowohl 



gegenuber Aminogruppen als auch freien Thiolgruppen 
aufweisen, an diese Thiolgruppen-modif izierten Nanopartikel 
gebunden werden. Zu diesen funktionellen Proteinen zahlen 
insbesondere Avidinderivate oder zellspezif ische 
Antikorper • 



Bei der Preparation der Nanopartikel fur die nachfolgend 
beschriebenen Zellkulturversuche wurde eine Reaktion der 
primaren Aminogruppen auf der Partikeloberf lache mit 2- 
Iminothiolan durchgef uhrt , die zu einer Einfiihrung von 
freien Thiolgruppen auf der Partikeloberf lache fxihrte. Die 
Aminogruppen des Avidin-Derivates NeutrAvidin™ wurden mit 
dem bifunktionalen Spacer Sulfo-MBS (m-Maleimidobenzoyl-N- 
hydroxysulfosuccinimidester) aktiviert und nach saulen- 
chromatographischer Aufreinigung dieser Aktivierungs- 
zwischenstufe mit den thiolierten Gelatine-Nanopartikeln 
versetzt. Dieses Zwischenprodukt der Avidin-modif izierten 
Nanopartikel stellt ein universelles Tragersystem fur eine 
Vielzahl biotinylierter Substanzen dar, die uber die 
Avidin-Biotin-Komplexbildung gebunden werden 



Zur Bindung der Antikorper, vorzugsweise monoklonaler 
Antikorper, wurden die Antikorper entweder biotinyliert 
erworben oder durch Umsetzung mit NHS-Biotin (N-Hydroxy- 
succinimidobiotin) biotinyliert und mit den Avidin- 
modif izierten Nanopartikeln versetzt. Durch die 
beschriebene Avidin-Biotin-Komplexbildung wurden dadurch 
Antikorper-modifizierte Nanopartikel auf der Basis von 
Gelatine erhalten (Figur 1) . Entsprechende Antikorper- 
modifizierte Nanopartikel konnen aber auch auf Basis von 
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Serumalbumin, vorzugsweise humanem Serumalbumin, 
hergestellt werden. 

Die vorliegende Erfindung umfasst somit ein Tragersystem 
zur zellspezif ischen, intrazellularen Anreicherung 
zumindest eines pharmakologisch aktiven Wirkstoff s, das in 
Form von Nanopartikeln auf Proteinbasis vorliegt und iiber 
reaktive Gruppen gekoppelte Strukturen aufweist, die eine 
zellspezif ische Anlagerung und zellulare Aufnahme der 
Nanopartikel ermoglichen. Als Proteinbasis kommen 
vorzugsweise Gelatine und/oder Serumalbumin , besonders 
bevorzugt humanes Serumalbumin, in Betracht . Die reaktive 
Gruppe ist vorzugsweise eine Amino- Thiol- , Carboxylgruppe 

oder ein Avidin-Derivat und die gekoppelte Struktur ein 

ft 

Antikorper, besonders bevorzugt ein monoklonaler 
Ant ikorper . 

Die Erfindung umfasst auch ein entsprechendes Tragersystem, 
das zusatzlich zumindest einen pharmazeutisch aktiven 
Wirkstoff enthalt, der durch Adsorption, Inkorporation oder 
kovalente oder komplexierende Bindung iiber die reaktiven 
Gruppen an das Tragersystem bzw. die Nanopartikel gebunden 
ist . 

Die Erfindung umfasst auch die Verwendung eines 
erf indungsgemaiSen Tragersystems zur Herstellung eines 
Arzneimittels fur die Anreicherung eines pharmazeutisch 
aktiven Wirkstoff s an oder in spezifischen Zellen. 

Die Erfindung umfasst ferner ein Verfahren zur Herstellung 
eines Tragersystems in Form von Nanopartikeln auf 
Proteinbasis zur zellspezif ischen Anreicherung zumindest 
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eines pharmakologisch aktiven Wirks toffs, das die folgenden 
Schritte umfasst: 

Desolvatieren einer wassrigen Protein-Losung, 
Stabilisieren der durch Desolvatation entstandenen 
Nanopartikel durch Quervernetzung, 

Umsetzen eines Tells der funktionellen Gruppen auf 
der Oberflache der stabilisierten Nanopartikel zu 
reaktiven Thiol-Gruppen, 

kovalentes Anheften funktioneller Proteine, 
vorzugsweise von Avidin, mittels bifunktionaler 
Spacermolekiile , 

gegebenenfalls Biotinylierung des Antikorpers, 
Beladen der Avidin-modif izierten Nanopartikel mit 
biotinyliertem Antikorper, 

Beladen der Avidin-modif izierten Nanopartikel mit 
biotinyliertem und pharmazeutisch oder biologisch 
aktiven Wirkstoff . 

Bei dem erfindungsgemafien Verfahren wird besonders die 
Verwendungr von Gelatine und/oder Serumalbumin, insbesondere 
Serumalbumin humanen Ursprungs bevorzugt . 

Vorzugsweise erfolgt das Desolvatieren durch Rxihren und 
Zugabe eines wassermischbaren Nichtlosungsmittels fur 
Proteine oder durch Aussalzen. Das wassermischbare 
Nichtlosungmittel fur Proteine wird vorzugsweise aus der 
Gruppe ausgewahlt, die Ethanol, Methanol # Isopropanol, und 
Aceton umfasst. 

Zum Stabilisieren der Nanopartikel werden vorzugsweise 
thermische Prozesse oder bifunktionale Aldehyde, 
insbesondere Glutaraldehyd, oder Formaldehyd verwendet. 

Bevorzugt wird als Thiolgruppen-modif izierendes Agens eine 
Substanz verweiidet, die aus der Gruppe ausgewahlt ist, die 
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2-Iminothiolan, sine Kombination aus l-Ethyl-3- (3-dimethyl- 
aminopropyl ) carbodiimid und Cystein oder eine Kombination 
aus l-Ethyl-3- (3 -dime thylaminopropyl) carbodiimid und 
Cystaminiumdichlorid sowie Dithiotreitol umfasst. 

Als bifunktionales Spacermolekxil wird vorzugsweise eine 
Substanz verwendet, die aus der Gruppe ausgewahlt ist, die 
m-Maleimidobenzoyl-N-hydroxysul£ o-succinimidester, 
Sulf osuccinimidyl-4- [N-maleimido-methyl] cyclohexan-1- 
carboxylat, Sulf osuccinimidyl-2- [m-azido-o-nitrobenzamido] - 
ethyl -1,3 'dithiopropionat , Dimethyl -3, 3 '-dithiobis- 
propionimidat-dihydrochlorid und 3,3' -Dithiobis [sulf o- 
succinimidylpropionat ] umfasst . 

Beispiel: 

Zur Herstellung von Protein-Nanopartikeln wurden 500 mg 
Gelatine A in 10,0 ml gereinigtem Wasser unter Erwarmen 
gelost und durch Zugabe von 10,0 ml Aceton zu einem 
Sediment ausgefallt. Die ausgefallte Gelatine wurde 
abgetrennt, erneut unter Erwarmen in 10,0 ml Wasser gelost 
und der pH-Wert der Losung auf pH 2,5 eingestellt. 
Nanopartikel wurden aus dieser Losung durch tropfenweise 
Zugabe von 3 0 ml Aceton erhalten (Desolvatations-Prozefi) . 
Die Nanopartikel wurden durch Zugabe von 625 jil 
Glutaraldehyd 8 % und Ruhren uber Nacht stabilisiert . Die 
Nanopartikel wurden in Aliquoten zu 2,0 ml durch 5 Zyklen 
Zentrifugation und Redispergieren mittels Ultraschall- 
behandlung auf gereinigt . Zur Thiolierung der Partikelober- 
flache wurden 1,0 ml Nanopartikel -Suspension (20 mg/ml) mit 
2,5 ml einer Losung von 30 mg 2-Iminothiolan (Traut's 
Reagenz) in Tris-Puffer pH 8,5 versetzt und uber 24 h 
geriihrt. Die Aufreinigung nach Thiolierung wurde wie oben 
beschrieben erneut ausgeftihrt. 
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Das Avidin-Derivat FITC-NeutrAvidin™ wurde iiber den 
foifunktionalen Spacer Sulfo-MBS (m-Maleimidobenzoyl-N- 
hydroxysulfosuccinimidester) mit den thiolierten 
Nanopartikeln verbunden . Zur Aktivierung des Avidin- 
Derivates wurde eine Losung von 2,5 mg FITC-NeutrAvidin™ 
in 500 ill PBS-Puffer pH 7,0 mit 0,75 mg Sulfo-MBS versetzt 
und iiber 1 h bei Raumtemperatur geriihrt. Die Abtrennung von 
nicht abreagiertem Sulfo-MBS von dem aktivierten 
NeutrAvidin™ wurde iiber eine GrofcenausschluiSchromato- 
graphie durchgef iihrt . Die Fraktionen, in denen bei einer 
spektrophotometrischen Detektion bei 280 nm NeutrAvidin™ 
nachgewiesen warden konnte, wurden vereinigt, mit der 
Suspension der thiolierten Nanopartikel versetzt und iiber 
12 h bei Raumtemperatur geriihrt • Eine weitere Aufreinigung 
der nunmehr kovalent FITC-NeutrAvidin™ -modi f izierten 
Nanopartikel wurde wie oben beschrieben ausgef iihrt. Die 
erhaltenen tiberstande der Partikelauf reinigung wurden 
photometrisch im Hinblick auf ungebundenes NeutrAvidin™ 
untersucht und der Anteil an kovalent gebundenem 
NeutrAvidin™ daraus berechnet. Die Funktionalitat des 
gebundenen NeutrAvidin™, ausgedriickt als Anzahl der 
Biotin-Bindungsstellen pro Avidin-Molekiil # wurde durch ein 
Titrationsexperiment mit Biotin-4-Fluorescein ermittelt. Es 
konnte gezeigt werden, dass 2,4 der 4 im Avidin-Molekiil 
theoretisch vorhandenen Biotin-Bindungsstellen auch nach 
der Konjugation mit den Nanopartikeln funktional zur 
Verfiigung stehen. Fiir die Beladung mit den Antikorpern 
wurden 15 0 ul der NeutrAvidin™ -modi f izierten Nanopartikel 
(20 mg/ml) mit 500 p.1 des biotinylierten Antikorpers 
(25 jig/ml) versetzt und iiber 90 min bei 10°C inkubiert. 
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Nach der Inkubation wurden erneut die Partifcel durch 
Zentrifugation und Redispergieren auf gereinigt . Die 
erhaltenen Partikeluberstande wurden mittels Western-Blot- 
Analyse auf ungebundenen Antikorper untersucht • Es wurde 
konnte gezeigt werden, dass mehr als 80 % des eingesetzten 
Antikorpers mit dem Part ikelsys tern verbunden vorlagen. 

Mit Hilfe des beschriebenen Partikelsystems wurden in 
verschiedenen Zellkulturversuchen zellspezif ische 
Partikelanreicherungen in Zielzellen gefunden # die das vom 
Antikorper erkannte Oberf lachenantigen tragen. Die 
nachfolgenden Zellkulturmodelle wurden eingesetzt: 

1- Lymphozytare Zielzellen (tfurkat T-Zellen) mit dem 
Oberf lachenantigen CD3 . 

Nanopartikel wurden mit einem biotinylierten anti-CD3- 
Antikorper beladen. 

2. Humane Brustkrebs-Zelllinien (SK-Br-3-, MCF-7-, BT474- 
Zellen) mit einer Expression des HER2 -Oberf lachen- 
antigens • 

Nanopartikel wurden mit dem zugelassenen Antikorper 

Trastuzumab (Herceptin®) beladen, der zuvor biotinyliert 
wurde • 

Die kultivierten Zellen wurden mit dem Nanopartikel -System 
in Konzentrationen zwischen 100 und 1000 y.g/ml inkubiert 
und nach 4 h Inkubationszeit ungebundene Nanopartikel durch 
Waschen der Zellen abgetrennt . Die Zellen wurden mittels 
Durchflusszytometrie (FACS) als auch konfokaler Mikroskopie 
(CLSM) im Hinblick auf Nanopartikel -Auf nahme untersucht. 
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Fur die Untersuchungen zur zellspezif ischen Aufnahme der 
mit dem biotinylierten ant i-CD3 -Antikorper modif izierten 
Nanopartikeln in lymphozytaren Zellen wurden tfurkat-T- 
Zellen in einer Dichte von 1 x 10 6 Zellen pro Well auf 
einer 24-Well-Mikrotiterplatte ausgesat und RPMI-Medium 
kultiviert. Das Medium wurde mit 10 % (v/v) fotalem 
Kalber serum (FCS) , 2 % L -Glut ami n und 1 % 
Penicillin / Streptomycin supplement iert . Die mit dem 
Antikorper modif izierten Nanopartikel wurden in einer 
Konzentration von 1000 jig/ml mit den Zellen iiber einen 
Zeitraum von 4 h inkubiert, Um eine spezifische zellulare 
Aufnahme iiber den T-Zell-Rezeptor zu belegen # wurden 
unterschiedliche Kontrollexperimente durchgef uhrt . 
Einerseits wurden Nanopartikel eingesetzt, die mit 
unspezifischem IgG- Antikorper anstelle des spezifischen 
anti-CD3-Antikorpers beladen waren. Weiterhin wurden die 
Untersuchungen mit Jurkat-T-Zellen durchgef xihrt , die mit 
2,5 iig freiem IgG~ oder ant i-CD3 -Antikorper pro 1 X 10 6 
Zellen iiber 3 0 min vor inkubiert wurden. Nach diesem 
Zeitraum wurden die mit dem ant i-CD3 -Antikorper beladenen 
Nanopartikel zugegeben. Andererseits wurden Vergleichs- 
untersuchungen mit MCF-7- Zellen durchgef uhrt , die das CD3- 
Oberf lachenantigen nicht aufweisen. Die zellulare Aufnahme 
wurde qualitativ mittels konfokaler Mikroskopie sowie 
quantitativ mittels Durchf lusszytometrie bewertet. 

Fur die Untersuchungen zur zellspezif ischen Aufnahme der 
mit dem biotinylierten ant i-HER2 -Antikorper modif izierten 
Nanopartikeln in Brustkrebszellen wurden HER2 uber- 
expremierende Zellen (BT474 und SK-Br-3) in einer Dichte 
von 2 X 10 5 bzw. 1 X 10 s Zellen pro Well auf einer 24-Well- 
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Mikrotiterplatte ausgesat und in RPMI-Medium bzw. McCoy's 5 
A kultiviert. Das Medium der BT474 wurde mit 20 % (v/v) 
fotalem Kalberserura (FCS) , 2 % L ~ Glut ami n, 1 % 
Penicillin / Streptomycin und 100 U Insulin supplement iert . 
5 Das Medium der SK-Br-3 wurde mit 10 % (v/v) fotalem 
Kalberserum (FCS) , 2 % L -Glut ami n und 1 % 
Penicillin / Streptomycin supplement iert . Die mit dem 
Antikorper modif izierten Nanopartikel wurden in einer 
Konzentration von 100 iig/ml mit den Zellen uber einen 
0 Zeitraum von 3 h inkubiert. Um eine spezifische zellulare 
Aufnahme xiber den HER2-Rezeptor zu belegen, wurden 
unterschiedliche Vergleichsuntersuchungen durchgef iihrt . 
Einerseits wurden Nanopartikel eingesetzt, die mit keinem 
spezifischem Antikorper beladen waren. Andererseits wurden 
15 die Untersuchungen mit MCF-7 -Zellen (normale HER2 
Expression) durchgef iihrt . Weiterhin wurden 

Kontrollexperimente mit SK-Br-3 -Zellen durchgef iihrt # die 
mit 2,5 y.g/ml freiem ant i-HER2 -Antikorper (Trastuzumab) pro 
2 X 10 5 Zellen iiber 3 0 min vorinkubiert wurden. Nach diesem 
20 Zeitraum wurden die mit dem ant i-HER2 -Antikorper beladenen 
Nanopartikel zugegeben. Die zellulare Aufnahme wurde 
qualitativ mittels konfokaler Mikroskopie sowie quantitativ 
mittels Durchf lusszytometrie bewertet. 

25 Ergebnisse 

Lymphazytare Zlelzellen (Jurkat T~Zellen) 

Sowohl durch FACS als auch CLSM konnte gezeigt werden, dass 
Nanopartikel zellular aufgenommen werden, die mit dem 
zellspezif ischen ant i-CD3 -Antikorper modif iziert eingesetzt 
30 wurden. Die zellulare Aufnahme konnte verhindert werden, 
wenn die Zellen vor der Partikelzugabe mit dem freien 
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spezif ischen Antikorper behandelt wurden. Eine 
Vorbehandlung mit freiem unspezif ischem IgG- Antikorper 
hingegen zeigte keinen Einfluss auf die Partikelauf nahme . 
Eine Modifikation der Nanopartikel mit einem unspezif ischen 
IgG- Antikorper anstelle des spezif ischen anti-CD3- 
Antikorpers fiihrte gleichfalls zu keiner Aufnahme in den 
Zielzellen. Kontrollexperimente wurden weiterhin mit 
Brustkrebszellen (MCF-7 -Zellen) durchgefiihrt, die das CD3- 
Oberflachenantigen nicht aufweisen. Bei diesen 
Kontrollexperimenten wurde unter alien gewahlten 

Bedingungen keine Aufnahme der Nanopartikel -Zubereitungen 
beobachtet . 



Humane Brustkrebs-Zelllinxen (SK-Br-3-, MCF-7-, BT474- 
Zellen) 

Die eingesetzten Zellen zeigten in unterschiedlichem Mafie 
eine Expression des HER2-Oberf lachenantigens, das als 
Angrif f spunkt fiir eine zellulare Aufnahme der AntikSrper- 
modifizierten Nanopartikel eingesetzt wurde. Die Expression 
der Zellen wurde vor der Inkubation mit den Nanopartikeln 
durch Western-Blot -Analyse bestimmt (Tabelle 1) . 



Zelllinie 


Express 


ion HER2 


BT474 


311 




MCF-7 


100 




SK-Br-3 


366 





Tabelle Is Expression des HER2-Ober£ lachenantigens 

auf der Oberflache verschiedener Tumorzellen ermittelt 
durch Western-Blot -Analyse. Die Expression wurde relativ 
zu den Werten der „normal exprimierenden" MCP-7 -Zellen 
berechnet . 
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Sowohl durch FACS als auch CLSM konnte gezeigt werden, dass 
Nanopartikel zellular aufgenommen wurden, die mit dem 
zellspezif isclien Antikorper Trastuzumab modifiziert 
eingesetzt wurden (Figur 2). Die zellulare Aufnahme der 
spezif ischen Nanopartikel konnte verhindert werden, wenn 
die Zellen vor der Part ike lzugabe mit dem freien 
spezif ischen Antikorper behandelt wurden. Nanopartikel des 
gleichen Herstellungsansatzes, die nicht mit dem 
biotinyliertem Antikorper modifiziert eingesetzt wurden, 
zeigten unter den gewahlten Bedingungen eine nur geringe 
zellulare Anreicherung. Das AusmaiS der zellularen Aufnahme 
der Antikorper-modif izierten Nanopartikel kpnnte mit dem 
AusmaK der Expression des HER2-Oberf lachenantigens 
korreliert werden. 

Die Ergebnisse der vorgenannten Zellkulturuntersuchungen 
zeigen deutlich r dass Antikorper-modif izierte Nanopartikel 
auf Basis von Gelatine eine spezifische Aufnahme in 
Zielzellen ermoglichen. Unter vergleichbaren Bedingungen 
werden die Partikelsysteme nur in die entsprechenden 
Zielzellen aber nicht von Kontrollzellen aufgenommen. Die 
Vorinkubationen mit freiem spezifischen Antikorper belegen 
deutlich, dass die Partikelauf nahme durch einen Prozess der 
Rezeptor-vermittelten Endozytose erfolgt. Somit besteht 
durch das entwickelte nanopartikulare Arzneistof f trager- 
system die Moglichkeit , Arzneistof fe spezif isch zu 
erkrankten Zellen zu transportieren, sofern sich diese 
Zielzellen in ihren Oberf lacheneigenschaf ten von gesunden 
Zellen unterscheiden. 
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Mit den erf indungsgemafien Ant ikorper -modi f izierten 
Nanopartikeln auf Basis von Gelatine wird ein gut 
charakterisiertes, partikulares Tragersystem bereit 
gestellt, das mit einem funktionale Drug Targeting- 

■ 

5 Liganden # welches es auf seiner Oberflache tragt f eine 
zellspezif ische Aufnahme und Anreicherung, auch von 
gegebenenf alls an das Tragersystem durch Adsorption, 
Inkorporation oder durch kovalente oder komplexierende 
Bindung gebundene pharmazeutisch aktive Wirkstoffe 
10 ermoglicht . 
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Anspriiche 

1. Tragersystem zur zellspezif ischen f intrazellularen 
Anreicherung zumindest eines pharmakologisch aktiven 
Wirkstoffs, dadurch gekennzeichnet , dass das Tragersystem 
in Form von Nanopartikeln auf Proteinbasis, bevorzugt auf 
Basis von Gelatine und/oder Serumalbumin, besonders 
bevorzugt auf Basis von humanem Serumalbmnin, vorliegt und 
liber reaktive Gruppen gekoppelte Strukturen aufweist, die 
eine zellspezif ische Anlagerung und zellulare Aufnahme der 
Nanopartikel ermoglichen. 

2. Tragersystem nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet , 
dass die reaktive Gruppe eine Amino-, Thiol — r 
Carboxylgruppe oder ein Avidin-Derivat ist. 

3. Tragersystem nach Anspruch 1 oder 2, dadurch 

gekennzeichnet , dass die gekoppelte Struktur ein Antikorper 
ist . 

4. Tragersystem nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet , 
dass der Antikorper ein monoklonaler Antikorper ist. 

5. Tragersystem nach einem der vorangehenden Anspriiche, 
dadurch gekennzeichnet , dass es zusatzlich einen 
pharmazeutisch aktiven Wirkstoff umfasst, der durch 
Adsorption, Inkorporation oder kovalente oder 
komplexierende Bindung uber die reaktiven Gruppen an das 
Tragersystem gebunden ist. 
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6. Verwendung eines Tragersystems nach einem der 
vorangehenden Anspruche zur Herstellung eines Arzneimittels 
zur Anreicherung eines pharmazeutisch aktiven Wirkstof f s 
an/in spezif ischen Zellen. 
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7. Verfahren zur Herstellung eines Trager systems in Form 
von Nanopartikeln auf Proteinbasis zur zellspezif ischen 
Anreicherung zumindest eines pharmakologisch aktiven 
Wirkstoffs, dadurch crekennzeichnet > dass es die folgenden 

* 

Schritte umfasst: 

- Desolvatieren einer wassrigen Protein-L6sung # 

- Stabilisieren der durch Desolvatation entstandenen 
Nanopartikel durch Quervernetzung, 

-Umsetzen eines Teils der funktionellen Gruppen auf der 
Oberf lache der stabilisierten Nanopartikel zu 
reaktiven Thiol -Gruppen, 

- kovalentes Anhef ten funktioneller Proteine, 
vorzugsweise von Avidin, mittels bifunktionaler 
Spacermolekule, 

- gegebenenf alls Biotinylierung des Antikorpers, 

- Beladen der Avidin-modif izierten Nanopartikel mit 
biotinyliertem Antik6rper # 

- Beladen der Avidin-modif izierten Nanopartikel mit 
biotinyliertem und pharmazeutisch oder biologisch 
aktiven Wirkstof f • 
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8. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch crekennzeichnet . 
dass die Proteinbasis Gelatine und/oder Serumalbumin, 
vorzugsweise humanes Serumalbumin ist. 

9, Verfahren nach Anspruch 7 oder 8, dadurch 
gekennzeichnet, dass das Desolvatieren durch Ruhren und 
Zugabe eines wassermischbaren Nichtlosungsmittels fur 
Proteine oder durch Aussalzen erfolgt. 
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10. Verfahren nach Anspruch 9, dadurch crekennzeichnet , 
dass das wassermischbare Nichtlosungmittel fur Proteine aus 
der Gruppe ausgewah.lt wird, die Ethanol, Methanols 
Isopropanol, und Aceton umfasst. 

11. Verfahren nach einem der Anspriiche 7 bis 10 , dadurch 
crekennzeich.net: , dass zum Stabilisieren der Nanopartikel 
thermische Prozesse oder bifunktionale Aldehyde oder 
Formaldehyd verwendet wird. 

12. Verfahren nach Anspruch 11, dadurch aekennzeichnet . 
dass als bif uktionales Aldehyd Glutaraldehyd verwendet 
wird. 

* 

13. Verfahren nach einem der Anspriiche 7 bis 12, dadurch 

gekennzeichnet , dass als Thiolgruppen-modif izierendes Agens 

eine Substanz verwendet wird, die aus der Gruppe ausgewahlt 

ist, die 2-Iminothiolan, eine Kombination aus 1 -Ethyl- 3- (3- 

dimethylaminopropyl)carbodiimid und Cystein, oder eine 

Kombination aus l-Ethyl-3- (3-dimethylaminopropyl) - 

carbodiimid und Cystaminiumdichlorid sowie Dithiotreitol 
umfasst . 

14. Verfahren nach einem der Anspriiche 7 bis 13 , dadurch 
gekennz e i chne t , dass als bif unktionales Spacermolektil eine 
Substanz verwendet wird, die aus der Gruppe ausgewahlt ist, 
die ni--Maleimidobenzoyl--lsr-hydroxysulfo-succinimidester # 
Sulf osuccinimidyl~4~ [N-maleimido-methyl] cyclohexan-1- 
carboxylat, Sulf osuccinimidyl-2- [m-azido-o-nitrobenzamido] - 
ethyl-1, 3 'dithiopropionat, Dimethyl-3, 3 '-dithiobis- 
propionimidat-dihydrochlorid und 3, 3 '-Dithiobis [sulf o- 
succinimidylpropionat ] umfasst . 



« 
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Zusammenfassung 

Tragersystem in Form von Nanopartikeln auf Proteinbasis zur 
zellspezifischen, intrazellularen Anreicberung zumindest 
eines pharmakologisch aktiven Wirksfcoffs, das tiber reaktive 
Gruppen gekoppelte Strukturen aufweist, die eine 
zellspezifische Anlagerung und zellulare Aufnahme der 
Nanopartikel ermoglichen sowie Verfahren zu seiner 
Hers tel lung. 
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